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1. Introduzione 
 
Le acciughe (Engraulis encrasicolus, Linnaeus, 1758) e le alacce (Sardinella aurita, Valenciennes, 1847) 
sono piccoli pesci pelagici appartenenti rispettivamente alle famiglie degli Engraulidae e dei 
Clupeidae.  
Esse sono tra le più importanti risorse alieutiche in molte regioni del Mar Mediterraneo. Dai dati 
IREPA del 2009, è emerso che In Italia, la pesca di Engraulis encrasicolus ha rappresentano in 
media il 26% circa del pescato totale. La Sardinella aurita risulta essere un importante risorsa ittica 
commerciale soprattutto per i Paesi nordafricani che si affacciano sul Mediterraneo. Inoltre a 
partire dagli anni 90, il suo sfruttamento è in continuo aumento (National Statistical Service of 
Hellas, 1990-2002) per via del suo coinvolgimento nelle metodologie di conservazione degli 
alimenti e come esca per le redditizie attività di pesca del tonno e del pesce spada (Tsikliras, 2006). 
I programmi di monitoraggio di queste specie hanno evidenziato fluttuazioni inter-annuali di 
biomassa molto pronunciate (Cergole et al., 2002; Cingolani, 2004). Le cause di queste oscillazioni 
possono essere molteplici e legate a fattori di natura antropica, ad esempio l’elevato sforzo di 
pesca, e a fattori naturali (Borjia et al., 1996). In particolare, le dinamiche biologiche ed ambientali 
che influenzano la sopravvivenza dei primi stadi di vita di queste specie e il successivo 
reclutamento, possono essere di fondamentale importanza nel determinare le contrazioni e gli 
incrementi annuali dello stock adulto (Thikonova et al., 2000; James et al., 2003; Cuttitta et al., 
2003, 2006). Inoltre la conoscenza della biologia riproduttiva di tali specie non può esimersi dal 
comprendere se esistono diversi gruppi parentali nell’area dove incide lo sforzo di pesca e di come 
essi siano distribuiti spazialmente, per far si che lo sforzo di pesca sia quanto più possibile 
distribuito equamente. Lo studio delle fasi ittioplanctoniche e delle sue relazioni con l’ambiente e 
gli altri organismi, risulta quindi di primaria importanza nell’ambito delle conoscenze necessarie 
per il corretto sfruttamento delle risorse alieutiche. 
In questo contesto l’acquisizione e l’analisi dei dati morfometrici rappresenta una delle 
metodologie fondamentali per la caratterizzazione dimensionale e per la valutazione eventuali 
differenze morfologiche presenti in larve provenienti da diverse zone dell’area di studio. Questa 
tecnica (Blackith e Reyment, 1971; Marcus, 1990) consiste in un primo step di acquisizione 
variabili quantitative misurate a partire dalla morfologia dell’oggetto di studio, come distanze 
lineari ma anche conte, angoli e rapporti. A questo segue l’applicazione di metodi statistici 
multivariati e mira a quantificare le variazioni delle misure morfologiche tra e all’interno di gruppi. 
In particolare questo elaborato si pone l’obiettivo di fornire un’adeguata metodologia di 
acquisizione di parametri morfometrici di Engraulis encrasicolus e Sardinella aurita allo stadio 
larvale. Queste due specie sono oggetto di studio delle campagne oceanografiche Ansic e Bansic 
organizzate ogni anno (dal 1997 ad oggi) dall’IAMC-CNR di Capo Granitola nel periodo estivo e 
condotte a bordo della N/O Urania e finalizzate allo studio delle relazioni tra le strutture 
oceanografiche a mesoscala (vortici verticali ed orizzontali, upwelling, ecc.) e le strutture spaziali 
dei fenomeni biologici relativi ai primi anelli della catena trofica (fitoplancton, zooplancton, 
distribuzione e abbondanza dei piccoli pelagici). Queste due specie, oltre al valore economico, 
risultano interessanti dal punto di vista biologico ed ecologico in quanto, condividendo periodo e 
zona di riproduzione, possono instaurare fenomeni di competizione larvale tra loro (Palomera et 
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al., 1990; Morote et al., 2008). In quest’ottica, l’analisi morfologica e dimensionale risulta 
un’analisi necessaria per la determinazione della distribuzione e abbondanza degli stock ittici e 
delle perfomance di crescita e delle sue relazione con altre variabili quantitative e qualitative. 
 
1.1. Biologia della specie oggetto di studio 
1.1.1.  Engraulis encrasicolus 
 
L’acciuga europea (Engraulis encrasicolus), appartiene all’Ordine dei Clupeiformi ed è il solo 
rappresentante della Famiglia degli Engraulidae in Mediterraneo (Tudela, 1999). 
Presenta un’ampia area di distribuzione, diffusa dall’Atlantico Nord Orientale e Centrale, al Mar 
Mediterraneo, fino alle coste meridionali dell’Africa Occidentale (Fig. 3). 
Essa è una specie migratrice e gregaria, si riunisce in grandi banchi vicino alla costa per la 
riproduzione sin dall’inizio della primavera, poi alla fine dell’estate ed in autunno si allontana in 
acque più profonde (Patti et al., 2011). Valutando l’indice gonadosomatico e la corrispondente 
evoluzione degli stadi di maturità, è stato determinato che nel Canale di Sicilia il periodo 
riproduttivo si estende, approssimativamente, da marzo-aprile fino ad agosto-settembre, anche se 
lo sforzo riproduttivo maggiore si ha nei mesi di luglio-agosto (Basilone et al., 2004, 2006). Tale 
periodo è sincronizzato con il picco di biomassa zooplanctonica (Garcia La fuente et al., 2002); i 
copepodi, infatti, sono il cibo delle acciughe adulte prima della deposizione, ma anche delle loro 
larve e degli stadi giovanili. Le femmine producono circa 4.000 uova alla volta, che vengono, 
generalmente, rilasciate negli strati superficiali, a piccoli lotti (Varagnolo, 1965; Ghirardelli, 1967) 
e, per lo più, in corrispondenza del tramonto (Regner, 1985). Le uova emesse sono galleggianti, di 
forma ellissoidale, poco più lunghe di 1 millimetro (Varagnolo, 1967; Regner, 1972; Ragusa 2000), 
vengono affidate alle correnti marine. 
Le larve alla schiusa sono lunghe circa 2 mm e molte di esse sono destinate ad essere predate. 
Queste si nutrono principalmente di fito e zooplancton, in particolare di copepodi, cirripedi, larve 
di molluschi, uova e larve di pesci (Banarescu, 1964; Demir, 1963). Dal punto di vista morfologico 
sono allungate, presentano occhio subsferico e terminano tipicamente il loro intestino in 
corrispondenza della pinna dorsale e comunque all’incirca a ¾ della loro lunghezza totale (Fig. 1). 
 
 
 
Fig. 1 – Morfologia di larva di acciuga allo stadio pre-flessione. 
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1.1.2. Sardinella aurita 
 
La Sardinella aurita è un pesce osseo appartenente all’Ordine dei Clupeiformes e alla Famiglia dei 
Clupeidae. È una specie pelagica di media taglia con ampia distribuzione tropicale e sub-tropicale 
spesso associata a grandi upwelling costieri (Froese and Pauly, 2003). Il suo areale di distribuzione 
comprende la parte orientale e occidentale dell’oceano Atlantico, l’oceano Pacifico, l’intero 
Mediterraneo ed occasionalmente è presente nel Mar Nero (Bauchot, 1987) (Fig. 3). È una specie 
stenotermica e stenoalina e fino a vent’anni fa era per lo più confinata nella parte meridionale del 
Mediterraneo, in acque calde e maggiormente salate (Ananniades, 1952). Negli ultimi anni ha 
mostrato un notevole aumento in termini di abbondanza nella parte centro-settentrionale del Mar 
Mediterraneo. Tale tendenza è stata messa già in evidenza per il Mar Egeo (Tsikliras et al., 2006), il 
Mar Adriatico (Sinovčić et al., 2004) per la parte nord-occidentale del bacino Mediterraneo 
(Sabates et al, 2006) e per il Canale di Sicilia (Cuttitta et al., 2003). In quanto specie opportunistica 
(Cury and Fontana, 1988), le cause sono probabilmente legate a fattori climatici (Bethoux e 
Gentili, 1999), sebbene Cury e Fontana (1988) non escludono un adattamento a condizioni 
ambientali locali. 
Dal punto di vista riproduttivo, nel Mediterraneo, gli adulti di Sardinella aurita concentrano il 
periodo di deposizione nei mesi estivi, tra Giugno e Ottobre, con picchi tra Luglio ed Agosto in 
corrispondenza dei massimi di temperatura dell’acqua. (Ben-Tuvia, 1960; Palomera e Sebates, 
1990). Nella colonna d’acqua le uova e le larve si distribuiscono soprattutto nei primi 100 metri di 
profondità, mentre orizzontalmente è possibile ritrovarle maggiormente entro l’isobata dei 200 
metri, sulla piattaforma continentale. La dieta delle larve è rappresentata soprattutto da 
fitoplancton e da differenti stadi larvali di copepodi, cladoceri, policheti e gasteropodi (Morote et 
al., 2008).  
Allo stadio larvale, dal punto di vista morfologico si presenta con forma allungata, occhio di forma 
rotondeggiante e intestino terminante nella oltre il punto individuato dalla pinna dorsale e 
comunque oltre i ¾ della lunghezza del corpo (Fig. 2). 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Morfologia di larva di Sardinella aurita ad uno stadio post-flessione. 
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Figura 3 – Area di distribuzione di Engraulis encrasicolus e Sardinella aurita 
 
 
 
 
2. Materiali e metodi 
 
2.1 – Acquisizione delle immagini 
 
Dal punto di vista metodologico, il primo step per ottenere dati morfometrici da soggetti di ridotte 
dimensioni come le larve, prevede l’acquisizione di immagini attraverso l’uso di stereo-microscopi con 
fotocamera integrata. Questi strumenti permettono di acquisire foto con ingrandimento del soggetto 
in esame, sul quale è successivamente possibile, dopo opportune calibrazioni del software, assicurare 
misure precise anche di elementi relativamente piccoli (ad es. il diametro dell’occhio larvale). 
Per questo elaborato è stato utilizzato stereo-microscopio Zeiss modello Discovery.V20 con 
fotocamera integrata (Fig. 4). 
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Figura. 4 – Stereo-microscopio Zeiss 
 
 
Le foto delle larve vengono acquisite mediante il software di elaborazione digitale delle immagini 
AxioVision SE64 Rel.4.8 (Fig. 5), che permette di memorizzare e gestire i file in modo strutturato.  
Per facilitare l’acquisizione dell’immagine, le larve vengono prelevate dalle provette e disposte 
singolarmente in una capsula Petri di vetro dal diametro di 5 cm, con l’aiuto di una pipetta Pasteur, 
costituita da una tettarella in gomma e un tubicino sottile in vetro.  
 
 
Figura 5 – Schermata di apertura di AxioVision con immagine di Sardinella aurita allo stadio larvale post-flessione 
 
Con l’ausilio di aghetti appositi, si sistema la larva sul fianco in modo da farle assumere una posizione 
distesa, avendo cura di rimuovere l’eventuale liquido in eccesso utilizzato per la conservazione (alcool 
o acqua), che potrebbe disturbare l’immagine e impedire l’aderenza della larva sul fondo della Petri. 
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Prima di scattare la foto è necessario regolare la luminosità e/o i parametri di esposizione, tramite la 
funzione adjust del software. L’ingrandimento da utilizzare è quello tale da fare rientrare la larva nella 
foto nella sua interezza.  
Dopo aver fatto ciò, dal menu “Acquisition” si seleziona “Snap” per scattare la foto (Fig. 6). 
 
 
Figura 6 – Schermata di AxioVision per lo scatto della foto 
 
Successivamente, dal menu “File” si seleziona “Save as” per salvare la foto di ogni larva in una cartella; 
nella finestra successiva si assegna, quindi, il nome alla foto specificando le informazioni della larva 
(data, punto di prelevamento, specie ecc…) riportate sulla provetta, unite all’informazione relativa 
all’ingrandimento utilizzato in fase di acquisizione. Questa informazione è degna di nota in quanto sarà 
fondamentale in fase di acquisizione della misura. 
Dopo lo scatto fotografico, le larve vengono conservate singolarmente con il liquido di conservazione 
previsto (generalmente alcool) in una provetta, su cui vengono annotate i parametri usati nel salvare 
la foto della larva corrispondente. 
Inoltre, tutte le provette vengono sistemate in un porta-provette e di ciascuna si appunta la posizione 
occupata, facilitandone così il recupero in caso di eventuali future utilizzazioni. Questa metodologia 
infatti prevede una manipolazione limitata della larva e permette di essere utilizzata per ulteriori 
analisi, quali determinazione quantitative e qualitative di molecole complesse o estrazione di DNA.  
 
 2.2 - Calibrazione del software 
 
Prima di procedere con l’analisi d’immagine, è necessario effettuare una serie di calibrazioni del 
software in relazione ai diversi poteri d’ingrandimento possibili del microscopio con cui sono state 
effettuate le foto. L’obiettivo è quello di fornire al software il valore del fattore di conversione che gli 
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permetta di convertire in modo adeguato il numero di pixel in una misura di lunghezza di unità nota 
(cm, mm, µm ecc..). Il fattore di conversione è diverso a seconda dell’ingrandimento utilizzato. 
La prima fase prevede quindi una serie di scatti con poteri d’ingrandimento differenti ad un oggetto di 
lunghezza nota. Per poter calibrare il software in termini di corrispondenza pixel-millimetro è stato 
utilizzato un vetrino micrometrico sul quale è disegnata una scala in grado di apprezzare il decimo di 
millimetro (Fig. 7).  
 
 
Figura 7 – Foto del vetrino micrometrico scattata con potere d’ingrandimento di 3.2 X 
 
Successivamente si importano le immagini nel software di gestione ed elaborazione immagini. Qui 
proponiamo la procedura di calibrazione nell’ambito del programma Image Pro Plus© (IPP). Una volta 
importate le immagini si procede, si clicca su “Measure” > “Calibration > “Spatial calibration wizard”. 
Con “Calibrate the active image” è possibile memorizzare un riferimento spaziale a partire 
dall’immagine aperta. Cliccare “next”. Si definisce poi nome e unità di misura da utilizzare per la 
conversione. Spuntare la casella “Create reference calibration” per memorizzare e rendere la 
calibrazione dell’immagine disponibile per le foto successive. Cliccare “next”. Con “Draw reference 
line” si  posiziona una linea di riferimento sulla foto del vetrino e si specificano i millimetri a cui tale 
linea corrisponde, nella finestra Scaling. È inoltre possibile aprire una finestra (Local zoom) che 
permette di posizionare in vertici della linea nel modo più preciso possibile (Fig. 8).  
 
 
Figura 8 – Calibrazione del software Image Pro Plus© tramite foto di un vetrino micrometrico 
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Infine cliccare “next” e “Finish” per completare l’operazione. Ripetere tale operazione per tutte le foto 
scattate al vetrino micrometrico in corrispondenza dei diversi poteri d’ingrandimento del microscopio. 
 
2.3 - Analisi d’immagine 
 
Per acquisire i parametri morfometrici delle larve dalle foto si utilizza il software dedicato di gestione 
ed elaborazione immagini Image Pro Plus© (IPP). 
All’apertura del programma, cliccando sul menu “File” > “Open”, si apre l’immagine predisposta per la 
morfometria.  
Dopo aver aperto la foto, da cui acquisire i parametri morfometrici, dal menu “Measure” > 
“Calibration” si seleziona “Select Spatial”, come in figura 9 e nella finestra che appare si imposta il 
valore dell’ingrandimento, opportunamente calibrato in precedenza, con cui è stata effettuata la foto.  
 
 
Figura 9 – Schermata di Image Pro Plus per la selezione dell’ingrandimento 
 
È necessario, inoltre, impostare i parametri che permettano l’esportazione dei dati morfometrici su un 
foglio di calcolo; per fare ciò dal pannello (Fig. 10) si seleziona “Options” e nella finestra che appare si 
imposta il set di dati di posizione quali fila, colonna e l’incremento di posizione per il set di dati relativo 
alla foto della larva successiva.  
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Figura 10 - Schermata di Image Pro Plus per l’impostazione dei dati di posizione 
 
A questo punto si procede con la misurazione dei parametri morfometrici. Di seguito sono riportati i 
parametri utilizzati da Diaz et al. (2009) per l’analisi morfometrica di Engraulis anchoita (Fig. 11):  
 
 
Fig. 11 – Parametri morfometrici utilizzati per lo studio di morfometria. Foto di Sardinella aurita 
 
 
o Lunghezza Totale (TL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità della pinna 
caudale. 
 
o Lunghezza Standard (SL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità della 
notocorda. 
 
o Lunghezza della testa (HL): Dall’estremo anteriore della mandibola superiore alla pinna pettorale.  
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o Larghezza del corpo alla cleitra (BD), in direzione della pinna pettorale.  
 
o Diametro dell’occhio (ED). 
 
o Lunghezza anale (AL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità del tubo 
digerente. 
 
Una volta aperta l’immagine i parametri vengono acquisiti tramite lo strumento dedicato “Create trace 
feature” che si trova nel pannello relativo agli strumenti di misura (“Measurements”). Questo 
strumento permette di misurare la lunghezza di una spezzata disegnata dall’operatore (linea gialla 
posta a circa metà corpo della larva mostrata in figura 12) Questo strumento è particolarmente utile in 
quanto consente di ottenere misure precise anche su soggetti relativamente curvi, permettendo 
quindi di compensare eventuali imperfezioni in fase di allineamento della larva.  
I dati vengono poi trasferiti, mediante la funzione “Export now” che si trova nel riquadro a destra, su 
fogli di calcolo. Un esempio è riportato nella figura 13, in cui vengono archiviate tutte le informazioni 
relative alle larve, appartenenti al medesimo campione. 
  
 
Figura 12 – Schermata di Image Pro Plus per l’acquisizione dei dati 
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 Figura 13– Esempio di foglio di calcolo per l’archiviazione dei dati 
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